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Hitosan in moZna uporaba v medicini

Chitosan and its possible use in medicine

Andreja Erman

Izviecek

Izhodis¢a: Iskanje novih farmacevtskih oblik
zdravil, ki omogocajo ciljani vnos zdravilnih
ucinkovin v dolocena tkiva ali celice, je v veli-
kem razmahu. Raziskave polimerov, med njimi
tudi hitosana, so zaradi njihovih ugotovljenih
fizikalnih in kemijskih lastnosti nakazale $tevil-
ne moznosti uporabe v farmaciji in tako tudi v
medicini. Hitosan je naravni polimer, pridobljen
z deacetilacijo hitina. Njegovi kationska narava
in konformacija mu omogocata vezavo z anion-
skimi zdravilnimi uc¢inkovinami in bioadhezijo,
s tem pa tudi njihovo kontrolirano in ciljano do-
stavo.

Zakljucki: Hitosan se je v $tudijah in vitro izkazal
kot uspeSen, varen in nestrupen dostavni sistem
ucinkovin, prve potrditve pa se pojavljajo tudi ze
v raziskavah in vivo. To nakazuje moznosti upo-
rabe hitosana pri zdravljenju nekaterih perec¢ih
zdravstvenih problemov, kot so npr. ateroskle-
roza, alergije in razjede v prebavilih. Uspes$na in
varna uporaba hitosana pa se v prihodnosti kaze
tudi na podroc¢ju zdravljenja bakterijskih okuzb,
v tkivnem inZenirstvu, imunoprofilaksi in v gen-
skem zdravljenju.

Abstract

Background: Searching for new drug formula-
tions, which enable drug targeting to specific
tissues and cells, is in full swing. Various investi-
gations of polymers including chitosan indicate
a wide applicability in the pharmaceutical field
and consequently also in medicine due to its es-
tablished physicochemical properties. Chitosan
is a natural polymer obtained by deacetylation of
chitin. Cationic nature and conformation permit
chitosan to react with anionic drugs and to be
a promising bioadhesive material. All this gives
chitosan a potential to be a controlled delivery
system for drug targeting .

Conclusions: In in vitro investigations, chitosan
has proved to be a succesful, safe and non-toxic
drug delivery system. These results are con-
firmed also by recent in vivo investigations. This
implies that chitosan has wide possibilities in
the treatment of some urgent medical problems,
such as atherosclerosis, allergies and gastric ul-
cers. Its succesful and safe applicability render
chitosan potentially useful in the treatment of
bacterial infections, in tissue engineering, im-
munoprophylaxis and in gene therapy.

Uvod

Hitosan je naravni kationski polisaharid
in linearni polimer oz. poliamin, sestavljen
iz glukozamina in N-acetil glukozamina.
Nastane z delno deacetilacijo hitina (Slika
1), katerega glavni vir so celine stene ne-
katerih gliv ter zunanje ogrodje Zuzelk in
rakov. Hitosan predstavlja vrsto polimerov,
ki se med seboj razlikujejo v molekulski
masi (50 kDa-200 kDa), stopnji deacetila-
cije (40-98 %) ter viskoznosti.”? Predvsem
stopnja deacetilacije hitina dolo¢a hitosa-
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nu osnovno fizikalno lastnost, tj. pozitiven
naboj zaradi Stevilnih protoniranih amino-
skupin (-NH;"). Ta mu omogoca vezavo na
anionske snovi in negativno nabite povrsi-
ne. Od stopnje deacetilacije je odvisna tudi
njegova topnost. Hitosan je topen v kislih
raztopinah, slabo topen v organskih topilih,
vodi in v alkalnem okolju, njegove soli (glu-
tamat, klorid) pa so dobro topne v vodi. V
kislem okolju se poveca stopnja protonacije
njegovih aminoskupin, kar poveca topnost
hitosana.»* Zaradi svoje velike molekulske
mase in linearne nerazvejane zgradbe hito-
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Slika1: Kemijska zgradba
hitina in hitosana.”

490

OH OH
o) o}
Hl Ho Po OH
NH NH
Ac- n ﬁ'\c
Hitin
3
o
=
X
o
(1]
=
OH OH
Ay
HO OH
NHz|"O="NH
n Ac
Hitosan

san omogoca povecanje viskoznosti snovi,
ki so vezane nanj. Njegove verizne molekule
so prozne, njihova konformacija je mo¢no
odvisna od ionske jakosti. Te lastnosti so
nujne za t. i. mukoadhezijo, torej sposobnost
pritrditve na sluz na povrsini sluznice.>*® Hi-
tosan proizvajajo v razli¢nih oblikah, kot so
mikro- in nanokroglice, mikro- in nanodel-
ci, nanovlakna, hidrogeli, membrane, mreze
in filmi nanometrskih debelin.

Delovanje hitosana

Hitosan je kompatibilen s $tevilnimi
zdravilnimi uc¢inkovinami in organskimi
spojinami, kot so povrsinsko aktivne snovi,
s$krob in amonijeve soli. Multivalenti anio-
ni z lahkoto prehajajo skozi hitosan, pov-
zro¢ijo precne povezave med molekulami
hitosana in nastanek gela ali precipitata.®
Kationska narava hitosana omogoca tvorbo
kompleksov z negativno nabitimi zdravil-
nimi ucinkovinami, kar spremeni fizikal-
no-kemijske znacilnosti zdravila. Vse to je
razlog, da so se $tudije hitosana v aplikativ-
ne namene farmacije in tudi sama uporaba
hitosana izredno razmahnili v zadnjih letih.
Mukoadhezivni polimeri, kot je hitosan, so
vzbudili pozornost raziskovalcev, saj so za-
radi svojih lastnosti zelo primerni kot snovi
za nadzorovano spro$canje in ciljano dosta-
vljanje zdravilnih ucinkovin. To jim omo-
goc¢a mocan stik z absorpcijsko povrsino in

s tem podaljani ¢as zadrzevanja na mestu
absorpcije. Stevilni pozitivni naboji na po-
vr$ini hitosana tvorijo namre¢ mocne elek-
trostatske vezi z negativnimi naboji sialicne
kisline v glikoproteinih in proteoglikanih,
ki tvorijo sluz (mukus) na povr$ini sluznic.’
Rezultati $tudij interakcij med hitosanom in
umetnimi modeli biomembran so razkrili,
da so elektrostatske sile z negativno nabitimi
membranskimi fosfolipidi zelo pomembne
za delovanje hitosana. Hitosan namrec s po-
mocjo vezave na alkilne verige fosfolipidov
in negativno nabite fosfatne skupine prodre
v plazmalemo, poveca red v fosfolipidni pla-
sti, spremeni lokalno vrednost pH ter moc-
no zmanjsa elasticnost plazmaleme, vendar
pa pri tem ne odstrani holesterola, kot je bila
prvotna domneva.'®

Polimeri, kot je hitosan, so znani kot »bi-
oloska lepila«, ker omogocajo ucinkovini, s
katero so vezani, mo¢no vezavo na tar¢no
tkivo, vendar brez sprozitve vnetnega od-
govora. Vezava kompleksa iz hitosana kot
mukoadhezivnega polimera in zdravilne
uc¢inkovine na sluz poveca koncentracijo
uc¢inkovine na mestu delovanja. To omo-
goci, da je vecina vnesene koli¢ine ucinko-
vine na voljo na specifi¢nih tarénih mestih
za doseganje Zelenega terapevtskega ucinka.
Uporaba polimerov, kot je hitosan, je torej
izredno pomembna in zazelena, saj bistveno
poveca lokalno ucinkovitost zdravila.

Hitosan poveca prepustnost sluznic v
organizmu in s tem pospesi absorpcijo nanj
vezanih uc¢inkovin, kar je ena od njegovih
glavnih odlik. Merilo za povecano prepu-
stnost sluznice je padec t.i. transepitelne
elektricne upornosti (TEER). Raziskave
na modelnih enoslojnih epitelih in vitro so
pokazale, da hitosan ucinkovito zniza tran-
sepitelno elektri¢no upornost, ker povzroci
premestitev proteinov tesnih stikov (ZO-1,
okludin) s plazmaleme v notranjost celic.
Pri tem sprozi v celicah tudi prerazporedi-
tev citoskeleta zlasti F-aktina, ki je povezan s
proteini tesnih stikov. '*** Dodatni vzrok za
prekinitev tesnih stikov je zmoznost hitosa-
na, da kot kationska makromolekula zame-
nja katione v tesnih stikih. Ugotovili so, da
ze majhne spremembe v relativnih koncen-
tracijah specifi¢nih vrst ionov znotraj tesne-
ga stika, ki je moc¢no hidratiran in ki vsebuje
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Slika 2: Model

delovanja hitosana v
primeru odstranitve
B-laktoglobulina (BLG) iz
fosfolipidnega sloja.®®

PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

adsorpcija

difuzija

stalne negativhe naboje, lahko zmanjsajo
funkcionalnost tesnih stikov in tako poveca-
jo njihovo prepustnost.'®

Vecina $tudij s hitosanom potrjuje nje-
govo netoksi¢nost ali nizko toksi¢nost. Ta
lastnost hitosana je odvisna od njegove mo-
lekulske mase, ¢istosti, stopnje deacetilacije,
odmerka in nacina uporabe. Znano je, da je
peroralna toksi¢nost hitosana nizka, tako je
za misi ugotovljena LDsy (smrtni odmerek
50 %) vecja od 16g/kg telesne mase.'® Obsta-
jajo pa nekateri redki podatki o toksi¢nem
delovanju hitosana v raziskavah in vitro,
kjer je hitosan zmanjsal viabilnost celic.'”'®
Neugodno delovanje hitosana na celice se je
pokazalo tudi v $tudijah pospesevanja ab-
sorpcije skozi epitel se¢nega mehurja. Hito-
san namre¢ poveca prepustnost tega epitela
tako, da povzroci luS¢enje njegovih povr-
$inskih celic in na ta nacin odstrani moc¢no
permeabilnostno pregrado med krvjo in
urinom, ki je prisotna v normalnem sec-
nem mehurju.'”*° Verjetno je razlog prav v
epitelu, za katerega je znano, da se tudi na
razli¢ne fizikalne in kemijske dejavnike®! ter
bakterijsko okuzbo?* odzove z lus¢enjem.
Do sedaj namre¢ ni podatkov o tovrstnem
delovanju hitosana na ostale sluznice orga-
nizma.
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Moznosti uporabe
farmacevtskih pripravkov
izhitosana

Hitosan se je zaradi svoje stisljivosti iz-
kazal kot uporabno sredstvo za izdelavo ta-
blet za peroralno uporabo, vendar pa so le
te preve¢ prhke, ¢e so iz samega hitosana.”
Dodatek nekaterih snovi, kot so npr. natri-
jev alginat, natrijeva karboksimetil celuloza
(CMC) in kristalina mikroceluloza (MCC)
izbolj$ajo zelene lastnosti tablet, ki so ¢im
vecja koli¢ina sproscene zdravilne uc¢inkovi-
ne, ¢im vecja adhezija ter ¢cim manjse draze-
nje sluznice. Tablete pripravljajo z direktnim
stisnjenjem vseh sestavin, ki so nenevarne in
brez dodanih $kodljivih organskih topil. Po-
stopek je enostaven, poceni in hiter. Vse to
v prihodnosti nakazuje moznost izdelave in
uporabe razli¢nih farmacevtskih oblik s hi-
tosanom, tako tablet za peroralno uporabo
in tudi vaginalet ter sveck.>**®

Miyazaki in sodelavci so Ze pred leti v
svoji $tudiji ugotovili, da hitosan pomemb-
no vpliva na podaljsano sprosc¢anje indome-
tacina (v vodi netopna ucinkovina) iz gra-
nul hitosana.”® Cas spro$¢anja ucinkovine
iz zmesi z dvakrat ve¢jo vsebnostjo hitosana
se je podaljsal za 3- do 4-krat v primerjavi s
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Slika 3: Endoskopsko
vbrizganje hitosanskega
hidrogela pod sluznico
secnice, kjer bo nastal
vsadek.

takrat obi¢ajno komercialno kapsulo, pri ka-
teri so po zauzitju zaznali visok, a le kratko-
trajen vrh koncentracije u¢inkovine v plaz-
mi. Podoben vpliv hitosana je dokazala tudi
skupina Sawayanagija in sodelavcev za zdra-
vilo propranolol HC, ki je topno v vodi.*’”
Poskusi so pokazali na moznost uporabe
hitosana kot sredstva za ciljani vnos zdravila
v ¢revo, kar bi lahko povecalo udinkovitost
nekaterih zdravil. Zdravljenje kolitisa pri
podganah z neposrednim vnosom 5-amino
salicilne kisline (5-ASA) v kapsulah s hi-
tosanom Vv crevo se je dejansko izkazalo za
bolj uc¢inkovito v primerjavi z zdravljenjem
z ostalimi standardnimi oblikami zdravil.*®
Stevilne studije hitosana so bile usmer-
jene tudi v iskanje moznosti uporabe hito-
sana za vnasanje proteinov ali proteinskih
zdravil. Za bolnika je najbolj enostavno in
udobno jemanje skozi usta, vendar pa je
znano, da je absorpcija peptidnih uc¢inkovin
v prebavilih izredno slaba. Zelo spodbudni
so bili zato rezultati raziskave in vivo LuePna
in sodelavcev s peptidnim zdravilom buse-
relinom.*” Pri podganah so z 1,5-odstotnim
(w/v) hitosanom-HCI za petdesetkrat po-
vecali biolosko uporabnost (delez zdravilne
ucinkovine, ki pride v sistemski krvni obtok
in je na voljo na mestu delovanja) busereli-
na, vnesenega neposredno v dvanajstnik, v
primerjavi s kontrolnimi zivalmi, ki so do-
bivale le buserelin. Tudi rezultati $tevilnih
kasnejsih raziskav so dokazali, da hitosan
poveca absorpcijo peptidov v sluznico z
razklenitvijo tesnih stikov.’>*" Hitosan se je
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izkazal tudi kot sredstvo za povecanje obse-
ga absorpcije peptidnih zdravil skozi nosno
sluznico, ki je sicer slabo prepustna za pep-
tide. Tako se je na primer hitosan v obliki
gela izkazal kot uc¢inkovito sredstvo za vnos
inzulina skozi nosno sluznico, kar so potrdi-
le tudi raziskave in vivo.>?

Moznosti uporabe
hitosana v medicini

Hitosan je biokompatibilen, bioadhezi-
ven, biorazgradljiv in nizko toksic¢en poli-
mer, ki je zaradi teh svojih lastnosti obetav-
no sredstvo za povecevanje permeabilnosti
sluznic ter bioloske uporabnosti vanj vgraje-
nih uéinkovin.’»** Vse to omogoca §tevilne
moznosti uporabe hitosana tudi v medicini.

Najnovej$e $tudije Pavinatta in sodelav-
cev dokazujejo, da je za delovanje hitosana
poleg njegovih funkcionalnih amino skupin
klju¢nega pomena tudi njegova specifi¢na
konformacija, ki je odvisna od ionske jakosti
raztopine.’® Oboje skupaj omogoca hitosa-
nu $e dodatno delovanje, in sicer odstranje-
vanje proteinov iz modelne membrane, kar
so ze dokazali za npr. p-laktoglobulin.’® Ta
protein je eden od mo¢nih alergenov, ki ga
najdemo v kravjem mleku. Ce bi ga s hito-
sanom odstranili, bi lahko znatno zmanjsali
alergenost kravjega mleka, kar v prihodnosti
nakazuje pomembne mozZnosti za odstranje-
vanje tudi drugih alergenov in s tem pomo¢
pri zas¢iti ljudi pred alergijami (Slika 2).

Rezultati $tevilnih raziskav na zivalih in
ljudeh so potrdili, da hitosan po peroralnem
vnosu v telo v ¢revesu veZe nase mascobe,
poveca njihovo izlo¢anje z blatom iz orga-
nizma ter tako zmanjsa absorpcijo mascob
v kri. Hitosan naj bi tako kljub uzivanju s
holesterolom bogate hrane bistveno zmanj-
$al dvig koli¢ine holesterola v serumu po-
skusnih zivali.’”>*® Te spodbudne ugotovitve
so zato napeljale znanstvenike, da razi$cejo
moznost uporabe hitosana za preprecevanje
nastanka ateroskleroti¢nih plakov. Raziska-
ve Omroda in sodelavcev na misih so potr-
dile, da hitosan zavira razvoj ateroskleroze
pri zivalih s hiperholesterolemijo.** Primer-
java hitosana z drugimi snovmi, ki se upora-
bljejo za znizevanje ravni holesterola v krvi
in s tem za zdravljenje hiperholesterolemi-
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Delci kalcijevega fosfata

Ogrodje iz hitosana v
obliki gela

Molekule rastnega

faktorja

Slika 4: Glavne sestavine
kostnega nadomestka na
osnovi hitosana.

je, kot je npr. holestiramin, je pokazala, da
ima hitosan podobni ucinek na znizevanje
mas¢ob kot holestiramin.*® Vendar pa je
histologka preiskava ¢revesa po zdravljenju
s holestiraminom pokazala znatno zade-
belitev sluznice debelega ¢revesa, medtem
ko v primeru jemanja hitosana raziskovalci
niso opazili $kodljivih vplivov na ¢érevesno
sluznico. V nasprotju s temi raziskavami
pa so nekatere Studije pokazale, da jema-
nje hitosana brez hkratne dietne prehrane z
zmanj$ano vsebnostjo mas¢ob ne povzroci
znizanja telesne mase niti ne vpliva na fe-
kalno izlo¢anje magc¢ob*"*? oz. da ima lahko
dolgotrajno uzivanje hitosana celo negativ-
ne posledice za zdravje ljudi. Hitosan lahko
namrec v Crevesju poleg mascob veze nase
tudi v masc¢obah topne vitamine in minera-
le, kar lahko vpliva na njihovo absorpcijo v
telesu in posledi¢no pomanjkanje, npr. vita-
mina E. Poleg tega lahko hitosan vpliva tudi
na metabolizem kalcija, ker pospesi njegovo
izlo¢anje z urinom. Dolgotrajna uporaba hi-
tosana kot prehranskega dodatka lahko celo
porusi normalno ¢revesno floro in omogoci
razrast odpornih patogenih bakterij. Vse te
ugotovitve kazejo na dejstvo, da je potrebna
dolocena previdnost pri dolgotrajnem jema-
nju visokih odmerkov hitosana.*’

Hitosan se je pokazal tudi kot potenci-
alno pomozno sredstvo pri zdravljenju led-
vi¢ne odpovedi. V raziskavi na 40 bolnikih
z odpovedjo ledvic in hemodializnim zdra-
vljenjem ter jemanjem hitosana (1350 mg
dvakrat dnevno) so opazili znatno znizanje
ravni se¢nine in kreatinina v serumu bolni-
kov.**

Zdrav Vestn | Hitosan in moZna uporaba v medicini
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Hitosan je zmanjsal razjede v Zelod¢ni
sluznici albino podgan, sprozene z nestero-
idnimi, protivnetnimi snovmi kot sta npr.
oksifenbutazon in glafenin. V kislem okolju
zelodca se je hitosan raztopil, nabreknil in s
tem deloval blazilno in za$¢itno na Zelod¢no
sluznico ter tako zmanjsal ulcerogeno delo-
vanje obeh ucinkovin.*>*® Edinstvena spo-
sobnost nabrekanja in tvorbe gela v kislem
okolju nakazuje uc¢inkovito uporabo hitosa-
na pri zasciti sluznice prebavil kot tudi pri
nadzorovanem in podalj$anem spros$canju
zdravilnih udinkovin v prebavilih. Hitosan
je Sibka baza z vrednostjo priblizno 6,5, zato
je netopen v nevtralnem in bazi¢nem okolju,
kot je debelo crevo ali kolon, kjer je pri nor-
malnem ¢loveku vrednost pH med 6,4 in 7,5.
Za preprecitev te ovire in za pospesitev ab-
sorbcije v teh delih organizma zato preizku-
$ajo razli¢ne derivate hitosana, zlasti N-tri-
metil hitosan, katerega topnost je u¢inkovito
povecana s trimetilizacijo aminoskupin hi-
tosana.*”** Tako se lahko kemijsko modifi-
cirani hitosan uporabi za dostavo zdravilnih
ucinovin v Stevilne dele ¢loveskega telesa z
razli¢nimi lokalnimi vrednostmi pH.

Hitosan v obliki hidrogela preizkusajo
tudi pri zdravljenju inkontinence, ki je po-
sledica stresa in prizadene $tevilne Zenske
ter tudi nekatere moske, zlasti po prosta-
tektomiji. To motnjo odvajanja urina bi se
lahko resilo s pomocjo vbrizganja hitosan-
skega hidrogela pod sluznico sec¢nice, kjer
bi se zaradi precipitacije tvoril mehanski
vsadek, ki bi bil primerno elasticen (Slika 3).
V ta namen so preizkusili gel iz hitosana, ki
omogoca vbrizganje in hiter nastanek vsad-
ka in situ. Prvi rezultati $tudije na prasicih
so zelo spodbudni, saj je histoloski pregled
devet mesecev po endoskopskem vbrizganju
pokazal, da so se vsadki zelo dobro vkljucili
v tkivo brez poskodb sluznice in brez vne-
tnega odziva.*>*°

Veliko $tevilo raziskav je usmerjenih v
proucevanje uporabe hitosana tudi v tkiv-
nem inZenirstvu, zlasti za izdelavo zobnih in
kostnih nadomestkov ter za tridimenzional-
na porozna ogrodja za zdravljenje poskodb
in hitrejSo obnovo kostnega tkiva na mestu
poskodbe dolgih kosti. Vgraditev nanodel-
cev hidroksiapatita ali kalcijevega fosfata v
ogrodje hitosana izboljsa mehanske lastnosti

493



PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

Slika 5: Shematski
prikaz delovanja obliza
iz hitosana. V okroglem
polju je povecani izsek,
ki prikazuje pozitivhe
naboje hitosana in nanj
vezane negativno nabite
eritocite.
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nadomestkov, vsaditev zivih celic (osteobla-
stov ali zarodnih celic) pa pospesi celjenje in
obnovo kostnega tkiva. Hitosan tako po eni
strani nudi mehansko oporo nadomestkom
ali poskodovanemu delu tkiva. Obenem pa
lahko sluzi tudi kot dostavni sistem za raz-
licne u¢inkovine, kot so npr. rastni dejavni-
ki (Slika 4). Z vezavo v hitosanski hidrogel
namre¢ prepre¢imo prehitro difuzijo iz na-
domestka in mesta vbrizganja, ohranimo pa
njihovo bioaktivnost, kar je nujno za pospe-
$eno rast in obnovo kostnega tkiva.*>*?

V vedno ve¢ studijah ugotavljajo tudi
moznost uporabe hitosana za zdravljenje ra-
kavih bolezni. Strokovnjaki skusajo povecati
ciljano unicevanje rakavih celic ter se izo-
gniti visokim odmerkom zdravil, ki so sicer
ucinkovita, vendar povzrocajo $tevilne ne-
zelene ucinke. Rezultati raziskav in vitro so
zelo spodbudni. U¢inkovine, vgrajene v hi-
tosansko ogrodje, imajo namrec po eni stra-
ni veliko sposobnost vezave na hitosan, po
drugi strani pa se iz tega polimera spro$cajo
v okolico pocasi in s tem podaljsajo ¢as za-
drzevanja in delovanja uc¢inkovine v primer-
javi z nevezano uéinkovino.”> Obenem pa v
laboratorijih Ze preizkus$ajo nove moznosti
ciljanega unicevanja rakavih celic s pomocjo
vezave specifi¢cnih molekul na nanodelce hi-
tosana z u¢inkovino, kar omogoc¢i vezavo na
ustrezne specifi¢ne receptorje, prekomerno
izrazene na povrsini rakavih celic. Skupina
Sahuja in sodelavcev je tako med prvimi iz-
vedla raziskavo, v kateri so na povrsino na-
nodelcev iz hitosana, ki so obdajali v vodi
netopno ucinkovino paklitaksel, kovalentno

vezali folno kislino (FA). Na ta nacin so do-
segli ciljano vezavo hitosanskih nanodelcev
kot nosilcev u¢inkovine na folatne receptor-
je na povrsini rakavih celic.>*

Ucinkovito delovanje hitosana so zasle-
dili tudi pri zdravljenju koznih ran. Okamo-
to in sodelavci so s hitosanom in hitinom
zdravili odprte rane pri psih ter pri njih ugo-
tovili bistveno hitrejse celjenje kot pri kon-
trolnih Zivalih.>® Prav tako znanstveniki v
poskusih in vitro in in vivo proucujejo upo-
rabo hitosanskih hidrogelov za pospeseno
celjenje koznih opeklin.*® V novejsem casu
se na trgu ze pojavljajo oblizi z oblogo iz hi-
tosana (Slika 5), ki izkori$cajo ze dokazano
antibakterijsko delovanje kot tudi pozitiven
naboj hitosana, ki privlaci negativno nabite
eritrocite. To zelo hitro zatesni rano, ustavi
krvavitev in pospesi celjenje.

Razumevanje genskih osnov in moleku-
larnih mehanizmov bolezni omogoc¢a mo-
znost zdravljenja z vplivanjem na DNA oz.
dolocene gene. V zadnjih letih so ugotovili,
da se kationski polimeri lahko povezejo z
DNA v komplekse in tako sluzijo kot nevi-
rusni vektorji za prenos terapevtskih genov.
Ta preprosta metoda samopovezovanja po-
limera in DNA in vitro v t.i. poliplekse na-
nometrskih velikosti bi lahko v prihodnosti
nudila $tevilne moznosti pri zdravljenju
nekaterih bolezni. Dosedanje raziskave ka-
zejo na uspes$no peroralno uporabo nano-
delcev hitosan-DNA v imunoprofilaksi oz.
pri zmanjs$evanju anafilakticnega odgovora
poskusnih zivali na antigene arasidov. Roy
in sodelavci so s pomocjo hitosana vnesli v
¢revesne celice plazmide z genom Araha2, ki
kodira glavni alergen arasidov. Kljub pero-
ralnemu dajanju je bila DNA v kompleksu
s hitosanom za$citena pred razgradnjo, v
celicah pa hitosan ni oviral prepisovanja v
alergene proteine. Ti so povzro¢ili imuniza-
cijo zivali, pri katerih je po ponovnem stiku
z alergenom arasidov nastopil znatno manj-
$i preobcutljivostni oz. alergijski odziv, izra-
zen v manjsi prepustnosti Zil ter v nizji ravni
IgE in histamina v plazmi kot pri neimuni-
ziranih zivalih ali pri Zivalih, zdravljenih z
»golo« DNA. Rezultati te raziskave dokazu-
jejo, da je imunizacija s peroralnim vnosom
nanokompleksov hitosan-DNA ucinkovita
pri zmanjSevanju anafilakticnega odgovora
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Slika 6: Slika TEM
bakterije E.coli na
kontrolnem gojis¢u (A) in
4 ure po vezavi hitosana
(B) (4000-kratna
povecava).>®

glodalcev.”” S tem pa se nakazujejo mozno-
sti uporabe te metode pri preprecevanju oz.
zdravljenju alergij na hrano pri ljudeh.

Eden najpomembnejsih ugotovljenih
in dokazanih ucinkov hitosana je njegovo
protibakterijsko in protiglivicno delovanje.
Tako so dokazali u¢inkovitost hitosana pri
povzrociteljih Staphylococcus aureus, Micro-
coccus luteus, Escherichia coli, Bacillus cereus
in Klebsiella pneumoniae.” Mehanizem delo-
vanja hitosana na mikroorganizme najver-
jetneje sloni na povezavah med kationskimi
skupinami hitosana in anioni na bakterijski
steni, ki spremenijo prepustnost bakterijske
stene, povzroc¢ijo poskodbe membrane in
osmotsko neravnovesje celice, kar posledic-
no vodi v izhajanje celi¢ne vsebine in smrt®
(Slika 6).

Skupina Chunga in sodelavcev je ugoto-
vila, da je delovanje hitosana v neposredni
povezavi z gostoto negativnega naboja na
celi¢ni steni bakterij. Ve¢ ko je negativnih
ionov na povrsini bakterij, vecja je stopnja
vezave hitosana. Ker je na po Gramu pozi-
tivnih bakterijah njihova gostota bistveno
manjs$a kot na po Gramu negativnih bak-
terijah, se na slednje veze vec¢ hitosana. To
razlozi dejstvo, da so po Gramu negativ-
ne bakterije bolj obcutljive na hitosan kot
po Gramu porzitivne bakterije.’® Rezultati
laboratorijskih $tudij so Ze pokazali zelo
obetavne moznosti uporabe hitosana kot
zadCitnega sredstva pred pritrjanjem bak-
terije Streptococcus mutans na zobe® ali
kot ucinkovitega sredstva proti patogene-
mu povzrolitelju Escherichia coli (E.coli).”®
Tako je bilo ugotovljeno, da zascita pred
bakterijami v ustni votlini in z njimi pove-
zano zobno gnilobo ni samo rezultat bakte-
ricidnega delovanja hitosana, saj pospesuje
tudi obnovo mehkih obzobnih tkiv, kjer se
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rade nabirajo bakterije, ter preprecuje $ko-
dljiv vpliv organskih kislin, zaradi katerih je
zobna sklenina bolj obcutljiva za delovanje
bakterij. Vse to nakazuje smotrno uporabo
hitosana v zobnih pastah, ustnih vodah in
zvecilnih gumijih, kar bi zmanjsalo poselitev
zob z bakterijami in s tem nastanek zobne
gnilobe. Zaradi Ze dokazanega baktericidne-
ga delovanja hitosana in vitro na E.coli pa bi
bilo smiselno preizkusiti uporabo hitosana
tudi in vivo z namenom odstranitve uropa-
togene E.coli iz secnega mehurja, ki je zlasti
pri Zenskah najpogostejsi povzrocitelj vnetja
se¢nega mehurja. Protibakterijsko delovanje
hitosana sku$ajo znanstveniki Se povecati
z vezavo razli¢nih kovinskih ionov, na pri-
mer srebra, ki je ze dolgo znano po svojem
baktericidnem delovanju.®>*>%*  Tovrstni
derivati hitosana imajo izreden potencial
za zdravljenje kroni¢nega cistitisa, Se zlasti
v primeru odpornosti na antibiotike. MoZzni
metodi odstranjevanja E.coli iz se¢nega me-
hurja s pomocjo hitosana bi lahko bili intra-
vezikalno vbrizganje hitosana ob hkratnem
peroralnem jemanju antibiotika ali pa intra-
vezikalno vbrizganje hitosana, na katerega
je vezan antibiotik. Prednosti teh metod bi
bile po eni strani, da hitosan veze nase bak-
terije, ki se nahajajo v svetlini mehurja in na
povrsini epitela, po drugi strani pa hitosan
dokazano povzroca luscenje epitelnih celic,
ki lahko vsebujejo velike koli¢ine znotrajce-
licnih parazitskih bakterij.">** Na ta nacin
bi torej iz mehurja lahko odstranili tudi ti-
ste bakterije, ki so znotraj evkariontskih ce-
lic zascitene pred delovanjem antibiotikov.
Odstranitev epitelnih celic se¢nega mehurja
tudi v ve¢jem obsegu ni sporna, saj ima ta
epitel izredno regenerativno sposobnost in
se obnovi ze v nekaj urah ali celo prej, odvi-
sno od obsega poskodbe.**
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Zakljucek

Hitin, ki je po koli¢ini drugi najbolj za-
stopani polisaharid v naravi, je slabo topen,
zato ima prednost njegov deacetilirani de-
rivat hitosan. Zaradi svojih strukturnih in
kemijskih lastnosti velja hitosan za biokom-
patibilni, bioadhezivni in biorazgradljivi
polimer, ki bi ga lahko uporabili na mnogih
podro¢jih biomedicine. S svojim dokazanim
antimikrobnim delovanjem se je njegova
uporabnost in pomembnost v zadnjih letih
$e povecala. Vecina dokazov njegovega de-
lovanja je sicer $e vedno na ravni bazi¢nih
raziskav. Vendar pa $tevilne $tudije na Ziva-
lih potrjujejo njegovo ucinkovito in varno
uporabo tudi in vivo ter tako Ze spodbujajo
klini¢no preizkusanje zdravil s hitosanom za
uporabo pri ljudeh.
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